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Derives de cyclosporine et 
procede de preparation desdits derives 



La presente invention concerne des derives de cyclosporine, la sequence 
5 peptidique desdits derives comprenant au moins un acide amine non 
naturel de type pseudo-proline. Elle concerne egalement tin procede de 
preparation desdits derives. 



Les cyclosporines constituent une famille de metabolites secondares 
10 obtenus par fermentation. Ces substances possedent des proprietes 
biologiques remarquables. Parmi celles-ci, on peut citer 
l'immunosuppression, l'induction de la proliferation des nerfs dans les 
maladies neuro-degeneratives ou encore 1' arret de la replication du virus 
VIH-1. A ce jour, une trentaine de cyclosporines ont ete isolees de source 
15 naturelle. La plus connue, par son utilisation lors de transplantation 

d'organe, est la cyclosporine A (CsA). Par la suite, il a ete trouve que cette 
meme cyclosporine A pouvait ouvrir de nouvelles voies dans le traitement 
du SIDA en inhibant l'activation des cellules CD4 + . 



20 Les cyclosporines sont constitutes d'une sequence peptidique cyclique 
complexe de onze acides amines, certains d'entre eux etant des acides 
amines non-naturels frequemment methyles sur l'azote. Ces substances 
possedent un fort caractere hydrophobe qui rend complique leur 
administration au sein dun milieu physiologique. 

25 

A ce jour, il est toujours necessaire d'entreprendre des modifications de 
structure de fagon a ameliorer Tactivite biologique et/ou les proprietes 
physico-chimiques des cyclosporines existantes, qu'elles soient d^rigine 
naturelle ou synthetique. 



A cet effet, Tun des buts de la presente invention est de mettre a 
disposition des derives de cyclosporine d'origine naturelle ou synthetique, 

COPIE DE CONFIRMATION 
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derives dont la specificite pharmacologique a ete amelioree, de preference 
en faveur de l'inhibition de 1'activation des cellules CD4 + afin d'arreter la 
replication du virus VIH-1. 

5 ' Un autre des buts de la presente invention est de mettre a disposition des 
derives de cyclosporine d'origine naturelle ou synthetique, derives dont 
les proprietes physiques ont 6te modifiees de fagon a leur conferer un 
certain caractere hydrophile afin d'accroitre leur solubilisation dans un 
milieu physiologique et de f aciliter ainsi leur administration. 



10 



15 



20 



Ainsi, la presente invention a pour objet des derives de cyclosporine 
d'origine naturelle ou non, 1'enchainement peptidique desdits derives 
comprenant au moins un residu d'acide amine non naturel de formule 
generate I suivante: 



.COOH 

,1 n rTT 




0) 

dans laquelle, 



X represente un oxygene ou un soufre; 

R represente un hydrogene ou un alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, 

25 de preference un methyle; 

Rj et Rj representent, independamment l'un de l'autre, un hydrogene, un 
alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie, substitue ou 
non, un alkylene ayant de 1 & 6 atomes de carbone, un aryle non substitue, 
tel que le phenyl, un aryle substitue, tel que le p-carbomethoxy-phenyl ou 

30 le p-methoxy-phenyl, un hetero-aryle substitue ou non. 
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R 1 et R 2 peuvent egalement representer un residu d'un polymere 
hydrosoluble relie eventuellement a un groupe d'espacement ou "spacer". 
Des exemples appropries d'un tel polymere incluent des oxydes de 
polyalkylene (PAO) tels les polyethylene glycols, des alcools 
polyvinyliques, des polymeres a base de carbohydrate. De preference, le 
polymere hydrosoluble est un oxyde de polyalkylene tel qu'un 
polyethylene glycol. Le groupe d'espacement peut etre un alkyle ayant de 
1 a 6 atomes de carbone, un aryle, tel que le phenyl, un hetero-aryle, 
chacun portant un groupe fonctionnel permettant l'ancrage du polymere. 
Lorsque le polymere est un polyethylene glycol, alors le groupe 
d'espacement pr6f<§re" est le p-carboxy-phenylene. 

Le nom generique de "pseudo-proline" a ete donne dans la presente 
demande a l'acide amine non naturel de formule generale I et les 
abreviations Ser(¥ MR2 pro), ThrOF^pro) ou CysCF R1R2 pro) indiquent que, 
dans la formule generale I, les symboles (X, R) represented 
respectivement (O, H), (O, Me) et (S, H) et que l'acide amine derive 
respectivement de la serine, de la threonine et de la cysteine. 

De preference, les derives de cyclosporine de la presente invention 
derivent de cyclosporins, naturelles ou synthetiques, dont l'enchaihement 
peptidique contient au moins l'un des acides amines suivants, sous la 
configuration d ou 1: serine, threonine ou cysteine. Dans la sequence 
peptidique des derives de cyclosporine de la present invention, au moins 
l'un quelconque des acides amines serine, threonine ou cysteine, sous la 
configuration d ou 1, des cyclosporins de reference a et«§ remplace par 
l'acide amine non naturel de formule generale I. 



Au vu de la complexity de l'enchainement peptidique des cyclosporins, 
toute modification chimique de leurs structures s'avere rapidement 
complique. Une synthese totale se trouve alors inappropriee. 
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A cet eff et, tin autre des buts de la presente invention est alors de mettre a 
disposition un procede de preparation de ces derives de cyclosporine qui 
soit le plus simple possible en mettant en ceuvre des produits, 
cyclosporins et reactifs, facilement accessibles. 

5 

Ainsi, la presente invention a egalement pour objet un proceed de 
preparation des derives de cyclosporine dont l'enchalnementpeptidique 
comprend au moins Tun des acides amines serine, threonine ou cysteine 
par N,0-ac6talisation d'au moins un des trois acides amines precedent en 
10 mettant en contact la cyclosporine avec un compose de formule II 
suivante: 




dans laquelle 

Z 1 et represented, independamment l'un de 1' autre, un halogene, un 
20 hydroxy, un alkoxy, un thiol; ou bien 

2^ et Zj represented ensemble, un oxygene d'un carbonyle ou un soufre 
d'une thione; et 

Rj et Rj ayant la meme definition que donnee precedemment 

25 De preference, le compost de formule II est un acetal ou un thio-acetal. 

Les proprtetes, les avantages des derives de cyclosporine de la presente 
invention, ainsi que la maniere de mettre en ceuvre le procSde de 
preparation de ces derives apparaitront avec les exemples de realisations 
30 presentes ci-apres et a l'aide du dessin dans lequel 



- la Fig. 1 represente le schema de synthese d'un derive de cyclosporine; 
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- la Fig. 2 represente le schema de synthese d'un intermediate de la 
preparation du derive de la Fig. 1; 

5 - la Fig. 3 represente les enregistrements de chromatogrammes HPLC au 
cours du temps d'un essai d'hydrolyse d'un derive de cyclosporine; 

- la Fig. 4 est une courbe montrant revolution au cours du temps de la 
concentration des produits du meme essai d'hydrolyse; et 

10 

- la Fig 5 represente vine courbe de cinetique d'inhibition de Tactivite 
cis/trans isomerase de la cyclophiline A du thymus de veau par un 
derive de cyclosporine. 

15 Trois cyclosporines ont servi de reference pour preparer les derives selon 
l'invention. Deux de ces cyclosporines sont d'origine naturelle. Ce sont la 
cyclosporine A (CsA) et la cyclosporine C (CsC). La troisieme 
cyclosporine, a savoir la [D-Ser 8 ]cyclosporine A, est obtenue par 
fermentation en incorporant l'acide amine D-serine selon la procedure 

20 decrite par Traber et al. dans The Journal of Antibiotics, 1989. 

Deux series d'experiences ont ete realisees selon la nature des derives de 
cyclosporine prepares. La premiere serie d'experiences a ete orientee vers 
la modification des proprietes physiques des cyclosporines, leur conferant 
25 en particulier un caractere hydrophile. La deuxieme serie a ete orientee 
vers Tamelioration de leurs proprietes biologiques. 

A ce propos et selon des etudes de structure-activite bien etablies, on sait 
que la partie peptidique continue de la cyclosporine A constitute par les 
30 acides amines situes en position 10 a 11, 1 a 3 (systeme de numerotation 
prenant pour position 1 Tacide amine MeBmt) se lie a la cyclophiline 
(CyP), proteine ayant une activite peptidylprolyl cis-trans isomerase. La 
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partie peptidique Iibre se lie ensuite a la calcineurine (Cn) et le complexe 
ainsi forme* [(CsA-CyP)-Cn] est responsable de rimmunosuppression en 
inhibant la transcription des genes essentiels des cytokines. La 
cyclosporine C se difference, en ce qui concerne sa structure, de la 
cyclosporine A par 1'acide amine* en position 2, a savoir Ser au lieu de 
Abu. En revanche, son mode d'action est similaire. 



10 



15 



20 



1. Preparation des derives de la cyclosporine A, a savoir 
[5-L-TTir0F RUQ pro)]CsA de formule generate m suivante: 




25 Dans les derives de la cyclosporine A de formule generate HI, la pseudo- 
proline L-ThrOF RUQ pro) occupe la position 5, se substituant ainsi a la 
valine de la cyclosporine A. 

Pour se faire, le cycle de la cyclosporine A est ouvert par clivage de la 
30 liaison peptidique 4-5. La liaison peptidique 7-8 est a son tour clivee. 
Apres des etapes de protection et d'activation, le dipeptide Fmoc- 
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NMeLeu-L-Thr( x F Rl ' R2 pro)-OH, prepare prealablement, est lie a l'acide 
amine Ala en position 7, puis le cycle peptidique est ref erme, conduisant 
ainsi aux derives [5-L-Thr( x F R1 ' R2 pro)]CsA de la cyclosporine A. 

5 Les derives de formule Ilia et IDb ont ete prepare en f aisant reagir le 
dipeptide Fmoc-NMeLeu-L-Thr(T R1 ' R2 pro)-OH approprie. 



Derive 






ma 


H 


MeO-PEG 750-NHCO-phenyl- 


mb 


Me 


Me 



Le schema de synthese du derive ma, ainsi que selui de Fun de ses 
10 intermediates de synthase, le dipepetide Fmoc-NMeLeu- 

L-ThrC^^ 075 ^^^ 1 ' H pro)-OH, sont presentes en detail aux figures 1 
et 2. II apparait qu'un tel procede mettant en jeu Touverture de la 
cyclosporine A, insertion d f un peptide contenant la pseudo-proline 
appropriee puis fermeture du cycle, s'il conduit bien a Tobtention des 
15 derivees de la presente invention, ne peut pas, du fait de sa complixite, 
permettre la preparation d'un grand nombre de derives et ceci a grande 
echelle* 

Nous presentons ci-apres un mode de realisation du procede de 
20 preparation de la presente invention de derives de cyclosporine, en 
utilisant, en tant que cyclosporine de depart, des cyclosporines dont 
Tenchainement peptidique comprend au moms Tun des acides amines 
serine, threonine ou cysteine. 

25 En une seule 6tape mettant en jeu une reaction de N,0-acetalisation d f au 
moins un des trois acides amines precedents a l'aide d'un compose 
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8 



approprie de formule II precedente, on obtient un derive de cyclosporine 
dans lequel, la pseudo-proline s'est substitute a l'un des acides amines 
serine, threonine ou cysteine de la cyclosporine de depart. 



2. Preparation des derives L-Thr(^ M R2 pro)]CsC de la cyclosporine C de 
formule generate IV suivante: 



10 



15 



20 




25 



30 



Les derives IVa a IVh ont £te prepares selon la procedure generate 
suivante. 

Un melange comprenant de la cyclosporine C (CsC) anhydre (50 mg, 
41 uMol), du dimSthylacetal ^QOMe^ (205 uMol, 5 eq) et le sel de 
pyridine de l'atide p-toluene sulfonique (4.0 mg, 0.4 eq, PPTS) dans du 
toluene anhydre (4ml) est porte au reflux. Une fois la reaction terminee, la 
phase organique est lavee par NajC0 3 (10%, 2x5 ml) et de l'eau (2x5 ml) et 
est sechee sur du sulfate de magnesium. La phase organique est 
concentree sous pression reduite pour dormer une huile. Le produit brut 
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est dissous dans 2 ml d'un melange acetonitrile/eau (1:1 /v/v) et est 
purifie par HPLC en phase inverse (C 18/ 60-100% B, 40 min). La 
lyophilisation conduit h l'obtention d'une poudre blanche du derive de 
cyclosporine C. 



Derive 






Temps de 

reaction 

(min) 


Rdt 

(%) 


Masse 

(calc.) trouve 
m/z 


IVa 


H 


Ph- 


45 


74 


(1306,7) 1306,7 


r/b 


H 


Ph-Ph- 


30 


89 


(1382,8) 1383,8 


IVc 


H 


CH^CH- 


60 


75 


(1256,7) 1257,7 


r/d 


H 


p-COjMe-Ph- 


120 


55 


(1364,7) 1364,7 


We 


H 


p-OMe-Ph- 


60 


90 


(1336,2) 1337,2 


IVf 


H 


p-AUOOC-Ph- 


50 


95 


(1390,7) 1391 


IVg 


H 


p-HOOC-PhCH(OMe) 2 


50' 


75 


(1350,7)1351 


IVh 


H 


PEG^-CH- 


240 


20 


(=1851)=1851 e 




Les derives Va a Ve ont ete prepares selon la procedure generate suivante. 

20 Un melange contenant de la cyclosporine D-Ser 8 -CsA (sechee) (1 eq.), du 
dimethylaaltal ^0(0^ (10 eq.), du PPTS (pyridinium de 1'acide 
para-tolu£ne sulfonique) (0,4 eq.) et du DMSO anhydre (0,016 M) est 
chauffe a 100°. Le milieu reactionnel est verse dans 150 ml de AcOEt. La 
phase orgarrique est lavee successivement avec une solution de NaHC0 3 

25 saturee (3 fois) et une solution de NaCl saturee (1 fois), puis sechee sur 
Na^C^ et concentree. Le produit brut est purifie par chromatographie sur 
gel de silice (Acetone/Hexane 4/6), pour donner une poudre blanche. 
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Derive 






Temps 
de 

reaction 


Rdt 

en% 


Rf 

(Acetone/ 
Hexane) 
(4/6) 


HPLC en 
minute 


Masse 
ESI-M5 


Va 


CH, 


CH, 

w 3 


3h 


58 


0,25 


17,98 


1244/1276 
/1293 


Vb 


-CHjOAc 


H 


30 h 


74 


0,32 


18,65 


1334/1351 


Vc 


KCH>NH-Fmoc 


H 


2h 


70 


0,25 


17,96 


1509/1526 


Vd 


-Ph 


H 


3h 


72 


030 


19,16 


1306/1323 
/1328 


Ve 


-p-Ph-CH^NH-Aloc 


H 


20 mn 


67 


0^4 


19,42 


1419/1436 



4. Proprietes physiques des derives de cyclosporine de la presente 
5 invention. 

4.1. Obtention de premedicaments 

II a ete trouve, de maniere surprenante, que l'introduction d'une pseudo- 
10 proline au sein de l'enchainement d'une cyclosporine permettait d'obtenir 
un prem^dicament ou "prodrug" de cette meme cyclosporine. 

En effet, la stabilite chimique des derives de la presente invention face, en 
particulier, a des conditions d'hydrolyse acide, a ete etudiee en fonction de 
15 la nature des groupes portes en position para de noyaux phenyl 
constituant les substituant Rj ou R^. Des groupes electro-attracteur 
stabilisent le cycle oxazolidine de la pseudo-proline. En revanche, des 
groupes electrodonneurs tel que le groupe methoxy rendent la pseudo- 
proline tr£s sensible aux environnements acide et, par reaction reversible, 
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le cycle oxazolidine s'ouvre, liberant ainsi la serine ou la threonine de la 
cyclosporine de depart. 



Par exemple, le derive IVd, obtenu a partir de la cyclosporine C, a ete 
5 place dans des conditions physiologiques telles que celles trouvees dans 
l'appareil digestif (pH 1, THF/HC1). Comme le montre les figures 3 et 4, 
en 300 heures, la cyclosporine a ete entierement reconstitute. 

4.2. Obtention de derives hydrophiles 

10 

L'accrochage d'un polymere hautement hydrosoluble comme peut l'gtre le 
polyethylene glycol dans les derives mb et IVh a supprime le caractere 
hydrophobe des cyclosporins de depart, respectivement les cyclosporins 
A etC. 

15 

5. Activites biologiques des derives de cyclosporine de la presente 
invention, effet inhibiteur vis-a-vis de la cyclophiline A du thymus de 
veau. 



20 Le test de binding decrit par Fisher et al. dans Biomed. Biochim. Acta, 1984, 
pour les cis/trans isomerases a ete applique a la cyclophiline du thymus 
de veau (3.8nm), en prenant comme reference le binding de la 
cyclosporine A. Les rapports IC^/IC^. sont rassembles dans le tableau 
ci-apres. 



Derives 


mb 


IVa 


IVb 


IVc 


IVd 


IVe 


IVf 


rv g 


IVh 




3.2 


6 


5.8 


5.3 


7.8 


15.4 


4 


24.1 


21.5 



La courbe d'inhibition de l'activite cis/trans isomerase de la cyclophiline A 
par le derive" IVb est representee a la figure 5. 
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De maniere surprenante, malgre les modifications importantes, par 
exemple des modifications steriques ou la fixations de la configuration des 
liaisons peptidiques, qu'apporte Introduction d'une pseudo-proline dans 
la partie peptidique des cyclosporines A ou C qui est reputee se lier a la 
5 cyclophiline, il n'a pas ete constate de pertes importantes d'activite pour la 
plupart des derives, en particulier pour les derives lib, IVa-d et IVf . On 
note meme que des derives tels que le derive IVb dont la pseudo-proline 
porte un substituant a caractere hautement hydrophobe, un biphenyl, 
inhibe relativement fortement la cyclophiline. 



Comme on peut le voir, les derives de cyclosporine selon la presente 
invention possedent des proprietes fort interessantes. 

15 Uintroduction d'un pseudo-proline portant des substituants appropries 
permet en particulier 1'un ou plusieurs des effets suivants: 



- amelioration des proprietes pharmacocinetiques de cyclosporines 
par solubilisation dans un milieu physiologique; 

20 - obtention de premedicaments ou "prodrug" de cyclosporines 

- introduction de groupes reactifs permettant des "crosslinkings" ou 
des marquages; 

- modulation de la conformation peptidique des cyclosporines du 
fait des contraintes steriques dues au cycle a cinq chainons ce qui 

25 conduit a moduler l'activite biologiques des cyclosporines. 



WO 00/46239 PCT/IBOO/00133 

-14- 

Revendications 



1. Derive de cyclosporine dont l'enchainement peptidique comprend au 
moins un residu d f acide amine non naturel de formule generale I suivante: 

5 




a) 

10 

dans laquelle, 

X represente un oxygene ou un soufre; 

R represente un hydrogene ou un alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone; 
et Rj representent, independamment Tun de l'autre, un hydrogene, un 
15 alkyle ayant de 1 a 6 atomes de carbone, lineaire ou ramifie, substitue ou 
non, un alkylene ayant de 1 a 6 atomes de carbone, un aryle substitue ou 
non, un hetero-aryle substitue ou non, un residu d'un polymere 
hydrosoluble relie eventuellement a un groupe d'espacement. 

20 2. Derive selon la revendication 1, caracterise en ce que, dans Tacide amine 
de formule generale I, R represente un hydrogene ou un methyle. 

3. Derive selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce qull 
derive d'une cyclosporine dont Tenchainement peptidique contient au 

25 moins l'un des acides amines choisi parmi serine, threonine ou cysteine, 
sous une configuration d ou 1. 

4. Derive selon la revendication 3, caracterise en ce que au moins Tun 
quelconque des acides amines serine, threonine ou cysteine de 

30 cyclosporine de reference est remplace par Tacide amine de formule 
generale L 
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5. Proceed de preparation des derives selon la revendication4, 
comprenant une reaction de N,Oacetalisation d'au moins un des trois 
acides amines serine, threonine ou cysteine en mettant en contact la 
cyclosporine de reference avec un compose de formule II suivante: 

5 




dans laquelle 

Z x et 2^ represented independamment l'un de l'autre, un halogene, un 
hydroxy, tin alkoxy, un thiol; ou bien 

Z x et representent ensemble, un oxygene d'un carbonyle ou un soufre 
15 d'une thione; et 

et ayant la meme definition que donnee precedemment. 
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